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研究成果の概要（和文）：遺伝子のシグナル伝達と転写調節を通して核膜構造とクロマチンの機
能の相関関係を明らかにするために、新規の活性操作系を用いた多様な生命現象の制御を可能
にする有用な実験系を確立した。これは、エストロゲン受容体との融合タンパク質を活用した
もので、この実験系を活用することにより、炎症の調節に関わる重要な転写因子、IκB-ζ自身
の転写後制御に従来では知られていなかったシグナル伝達系を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：In order to control the activity of signal transduction components, 
they were expressed as mutated hormone binding domain of human estrogen receptor fusion 
proteins, whose activity is regulated by the addition of a small synthetic compound, 
4-hydroxytamoxifen. These components show that the signaling pathway leading to nuclear 
factor-κB activation and the post-transcriptional activation bifurcates at IRAK1, 
suggesting a new pathway activated by IRAK1. 
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１．研究開始当初の背景 
核と細胞質を隔てている核膜は、外膜、内膜、
核膜孔の三つの構造から成り立っている。核
の内膜は核ラミナによって裏打ちされてお
り、核の構造維持に関わっている。クロマチ
ンを含む核は、顕微鏡を用いた三次元解析よ
り、遺伝子発現が活発でないヘテロクロマチ
ン領域、ゲノム上で遺伝子が疎な部位は核の
周辺部に位置することが判明した(Croft et 
al., 1999. J. Cell Biol.; Mayer et al., 
2005. BMC Cell Biol.)。更に核内でのクロ
マチンの局在を強制的に核の内膜に近接さ
せる解析により、内膜構造に近接したクロマ
チン領域の遺伝子は、その発現が抑制され、
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遺伝子領域が核の内膜から離れることによ
り発現が回復することが示された。また、B
細胞では活発に発現される免疫グロブリン
の遺伝子は、NIH3T3 細胞内では遺伝子発現が
みられないが、免疫グロブリン遺伝子の位置
するクロマチン領域が、NIH3T3 細胞では内膜
に近接しているのに対し、B 細胞では内膜か
ら離れていることが明らかになり、強制的で
はない系に於いてもクロマチンの核内での
局在が転写調節に関わることが判明した
(Reddy et al., 2008. Nature)。一方酵母を
用いた実験系では、発現が不活化した核膜周
辺部に局在する遺伝子が、核膜孔の領域に移
動することで遺伝子発現が活性化すること
が明らかになった(Casolari et al., 2004. 
Cell; Taddei et al., 2006. Nature)。つま
り核内におけるクロマチンの局在は均一で
はなく、役割に応じて幾つかの区画に分けら
れていること、細胞種に応じて変化させてい
ることが示唆された。 
核膜の内膜に局在するタンパク質、LAP2、
Emerin、MAN1 と結合する BAF はクロマチンと
結合し、クロマチンと核膜の結合を仲介して
いる(Margalit et al., 2007. Trends Cell 
Biol.)。BAF の変異はクロマチン構造異常、
特異的な遺伝子の発現異常、核膜の形成異常、
特異的な発生過程の異常といった多様な細
胞活動に異常を引き起こす。一方、核ラミン
の異常は、核内のクロマチン局在の異常、特
異的な遺伝子の発現異常を誘導する(Malhas 
et al., 2007. J. Cell Biol.)。ヒトにおい
ては、核ラミナタンパク質の異常は早老症
Hutchinson-Gilford progeria syndrome や筋
肉 の 機 能 疾 患 Emery-Dreifuss muscular 
dystrophy と い っ た 疾 患 を 引 き 起 こ す
(Somech et al., 2005. Pediatr. Res.; 
Worman and Bonne, 2007. Exp. Cell Res.)。
クロマチンは内膜に繋がれており、繋がれ方
の異常は遺伝子発現に影響を与えることが
示唆された。 
 
２．研究の目的 
これまで核膜は、細胞内で核と細胞質を隔て
ているクロマチンの単なる容れ物だと考え
られてきた。しかしながら、最近の研究によ
り、真核生物における細胞の核膜構造はクロ
マチンの構造を安定的に保持するだけでな
く、DNA の複製調節や遺伝子の発現調節に深
く関係していることが明らかになりつつあ
る。本研究では、核の周辺部に位置する遺伝
子の発現が不活化されているクロマチン領
域にノックインマウスを用いることで蛍光
マーカーを導入し、生きた細胞に低分子物質
を細胞外から加えることで、核膜構造を人工
的に大きく変化させる。蛍光マーカーの核内
での局在とこのクロマチン領域の遺伝子発
現に与える影響を時間経過と共に観察する
ことで、核膜の高次構造とクロマチン機能の
相関関係を解明することが可能になる。こう
した実験系を活用し、核膜構造が転写調節に
関係し、多様な生命現象の制御を可能にする
一つの要因であることを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
核構造とクロマチン機能の相関関係を解明
するために、次の順番に研究を進める。 
（１） 染色体上への蛍光マーカーの導入 
クロマチンの構造変化を蛍光顕微鏡を用い
て観察するために、染色体上に蛍光マーカー
を導入する。これには大腸菌の DNA 配列、lac
オペレーター配列に lacリプレッサーが特異
的に結合することを利用する。この方法にお
いては、大腸菌の DNA 配列、タンパク質を哺
乳類の細胞内で用いることで非特異的な結
合を除外することができる。哺乳類の細胞の
染色体上に lac オペレーター配列を導入し、
GFP と lac リプレッサーを融合させたタンパ
ク質を恒常的に発現させる。この GFP- lac
リプレッサー融合タンパク質が lacオペレー
ター配列に結合することで、lac オペレータ
ー配列が導入されたクロマチン領域は蛍光
顕微鏡によって観察することが可能になり、
これは蛍光マーカーになる。また、細胞にイ
ソプロピル-β-チオガラクトピラノシド
(IPTG)を加えることで、IPTG は GFP- lac リ
プレッサー融合タンパク質と結合し、染色体
上から GFP マーカーを除くこともできる。 
哺乳類の細胞に lac オペレーター配列の導入
を行うには、ノックインマウスを用いた方法
を用いる。免疫グロブリン Igh-VJ558 遺伝子
はマウスの 12 番染色体上に位置し、この領
域は核の周辺部に局在し、NIH3T3 細胞では遺
伝子が不活性化されていることが明らかに
なっている(Reddy et al., 2008. Nature)。
この遺伝子の機能を損なわない様に polyAシ
グナルの 3’側に Lac オペレーターくり返し
配列と遺伝子導入マーカーとして Neo耐性遺
伝子を導入する。GFP-lac リプレッサーはレ
トロウィルスを用いて細胞に導入する。 
上記の遺伝子を含むターゲットベクターを
作製し、ES 細胞への遺伝子の導入を行う。ネ
オマイシンを用いて ES 細胞の選択を行い、
これをマウスの胚に注入してキメラマウス
を得る。ES 細胞由来の産仔の取得を経て、ノ
ックインマウスを作製する。ノックインマウ
スよりマウス胎仔繊維芽細胞を培養し、これ
を実験系に用いる。 
（２） 人工的に核膜の構造変化を誘導す
る系の確立 
これまでに、生きた細胞内での核膜の構造変
化を時間経過と共に観察する実験系を構築
した。これは低分子物質が誘導するタンパク
質—タンパク質結合実験系を利用している。
免疫系に関係する FK506 結合タンパク質
（FKBP）は低分子物質 rapamycin と結合し、
この複合体に FR 結合タンパク質（FRB）は結
合できる。つまり、rapamycin を加えること
で FKBP は FRB と複合体を形成する(Chen et 
al., 1995. Proc. Natl. Acad. Sci.; Klemm 
et al., 1997. Curr. Biol.)。内膜に局在す
るタンパク質の膜貫通領域と FRB を合成した
キメラタンパク質と、ラミナに局在する LAP2
タンパク質の膜貫通領域を除いた部位と
FKBP を合成したキメラタンパク質を構築し
た。これら二つのタンパク質を細胞内で発現
させると、FRB-膜貫通領域キメラタンパク質
は内膜に、LAP2-FKBP キメラタンパク質は、
ラミナ上に局在する。二つのタンパク質が発
現した細胞に rapamycinをアンカーとして加
えることが引き金となり、FRB-膜貫通領域キ
メラタンパク質と LAP2-FKBP キメラタンパク
質は結合する。結果、内膜はラミナとアンカ
ーを介して結合する。このことにより核は柔
軟性を失い、きれいな球状を形成する。更に
FRB を含むキメラタンパク質に蛍光タンパク
質 DsRedを融合したタンパク質を発現するこ
とで、生きた細胞内で核膜の構造を観察する
ことが可能になる。 
従来の実験系では、主に HeLa 細胞が使用さ
れてきた。これをマウス胎仔繊維芽細胞に切
り替え、遺伝子導入を行うために、既に作製
している融合タンパク質をレトロウィルス
ベクターに組み込む。 
核膜の緊張状態を変動することで、更なる核
膜構造の変動を誘導する。 
これまで、FRB-膜貫通領域キメラタンパク質
は 1分子あたり 1ヶ所のアンカー結合領域を
有し、LAP2-FKBP キメラタンパク質は 1 分子
あたり 3ヶ所のアンカー結合領域を有したも
のを用いた。この条件では、rapamycin を加
えた後、約 2 時間で核はきれいな球状になっ
た。LAP2-FKBP キメラタンパク質のアンカー
結合領域の数を増やすことにより、1 分子あ
たりより多くの FRB-膜貫通領域キメラタン
パク質と結合することになり、核膜の緊張状
態をより早く、より強く誘導することが可能
になることが予想される。逆に、アンカー結
合領域の数を減らすことで、より穏やかな核
膜の緊張状態を誘導することが可能になる。
アンカー結合領域の数の検討を行うことで、
観察条件の最適化を図る。 
（３） 蛍光顕微鏡を用いた核構造変化に
伴う核膜とクロマチンの局在解析 
遺伝子の導入を行った細胞において、GFP は
クロマチンの局在を示し、DsRed は核膜を示
す。遺伝子組換えを行ったマウスがヘテロの
場合、GFP は核内に一箇所、ホモの場合二箇
所存在する。蛍光顕微鏡を用い、Z 軸にそっ
て核を観察することで、rapamycin を加えた
後の時間経過に伴う、核内のクロマチンの局
在、核膜の構造の変動を、時間進行と空間、
4 次元解析を行うことが可能になる。 
遺伝子の転写が不活化されたクロマチン領
域は核の周辺部に局在し、遺伝子の転写が活
性化された場合は核膜から離れるという報
告 が さ れ て い る (Reddy et al., 2008. 
Nature)。一方、遺伝子の転写の活性化は核
膜孔上でされているという報告もある
(Taddei et al., 2006. Nature)。これらの
報告より、クロマチンの核膜からの距離を測
定することはクロマチンの機能の変動を示
す一つの指標になる。 
（４） 核膜構造変化が転写活性に与える
影響の解析 
クロマチンの遺伝子が不活化された領域に
lac オペレーター配列と Neo 耐性遺伝子を組
み込んでいる。このため、マウス胎仔繊維芽
細胞では Neo 耐性遺伝子の発現が不活化、も
しくは発現が弱いと予想される。そこで核膜
構造に伴うクロマチン機能、転写活性変動の
測定には、不活化した状態から活性化に移行
する、Neo 耐性遺伝子の mRNA 量の増え方を測
定することが最適だと考えられる。新規に転
写された mRNA を測定するために細胞は、ア
クチノマイシン D処理により一旦転写活性を
阻害する。培地交換を行い阻害剤を除いた後、
rapamycin を加え反応を開始する。時間経過
ごとの細胞を回収し、mRNA 量を RT-PCR 法、
もしくはノーザンハイブリダイゼーション
法を用いて測定する。 
上記の方法は、ほぼ全ての細胞に遺伝子導入
を行えた場合には可能だが、遺伝子導入細胞
がまばらな場合は難しい。その場合、個々の
細胞の新規に転写された Neo 耐性遺伝子の
mRNA を in situ ハイブリダイゼーション法
を用いることで標識する。カバーグラス上に
細胞を播種したものを幾つか用意しておき、
反応時間経過ごとの細胞を回収し固定する。
固定された細胞内の Neo 耐性遺伝子の mRNA
に対する蛍光標識されたプローブを用いて、
in situ ハイブリダイゼーションを行う。こ
れを蛍光顕微鏡で観察することで、個々の細
胞の蛍光強度の測定を行い、細胞数あたり、
ある蛍光強度以上に達している細胞数の統
計的処理を行う。この結果を転写が活性化さ
れている指標にする。一方、常に転写が活性
化している遺伝子として知られている U7 
small nuclear RNA を核膜の構造変化に左右
されない、転写活性が変動しないコントロー
ル と し て 用 い る (Reddy et al., 2008. 
Nature)。 
 
４．研究成果 
（１）転写因子 IκB-ζは、刺激により活性化
された転写因子NF-κBの作用により発現され、
クロマチンの構造変化を伴って、NF-κB と共
に特定の遺伝子の発現調節を行っている。刺
激を起点として、クロマチンの構造変化、核
内の遺伝子調節をダイナミックに行う IκB-ζ
は、核膜構造が多様な生命現象の制御を行う
転写因子の有用なモデルの一つだと考えら
れたことにより、核膜構造変化に伴う IκB-ζ
の活性についての研究を行った。その結果、
IκB-ζが多様な生命現象に関係することを明
らかにした。個体としての表現系としては、
IκB-ζノックアウトマウスは皮膚の異常を示
す。更に、非リンパ球において IκB-ζの欠損
が自己免疫応答を引き起こすことを発見し
た。また個々の細胞レベルとしては、B 細胞
抗原受容体刺激においても、転写制御と転写
後制御を介した IκB-ζの発現誘導が行われて
いることを明らかにした。また、クロマチン
の構造変化を蛍光顕微鏡を用いて観察する
ことを含め、転写制御を視覚的に確認するた
めに、染色体上の IκB-ζ遺伝子の下流に蛍光
タンパク質ビーナスを組み込んだ。これはノ
ックアウトマウスの技術を用いることで成
功した。 
（２）シグナル伝達因子 TAB2 は、クロマチ
ンの構造変化に関係することが示唆されて
いることから、この因子は核膜構造変化と核
内の転写調節を動的に行う有用なモデルの
一つだと考えられた。TAB2 が核内で IκB-ζと
相互作用していること、核、細胞質間を移動
すること、核内で TAB2 自身の分解が行われ
ていることを示した。このことは、TAB2 が細
胞質から核内に輸送されることで分解され、
自身の機能制御に関係している事を示唆し
ている。 
（３）遺伝子のシグナル伝達と転写調節を通
して核膜構造とクロマチンの機能の相関関
係を明らかにするために、新規の活性操作系
を用いた多様な生命現象の制御を可能にす
る有用な実験系を確立した。 
IκB-ζの転写後制御に関わるシグナル経路の
詳細は明らかになっていない。TLR4/IL-1 受
容体の下流では、MyD88、IRAK4、IRAK1、TRAF6
を介して TAK1 複合体が活性化され、NF-κB の
活性化が誘導される。一方、サイトカイン
TNF-α刺激時には、同様に TAK1 複合体を介し
て NF-κB が活性化されるものの、IκB-ζの転
写後制御は活性化されない。従って、IκB-ζ
の転写後制御に関与するシグナル経路は、
TAK1の上流に存在する MyD88、IRAK4、IRAK1、
TRAF6 のいずれかから分岐すると考えられた。 
そこで IκB-ζの転写後制御に関わるシグナル
伝達因子の同定を目的として、estrogen 
receptor (ER)リガンドの添加による活性の
制御が可能である ER 融合タンパク質を活用
して、シグナル伝達経路の解析を行った。 
その結果、転写因子 IκB-ζ自身の転写後制御
に従来では知られていなかった IRAK-1/4 か
ら分岐されるシグナル伝達系路を明らかに
した。 
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